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Polimere uporabljamo v farmaciji kot pomožne snovi pri izdelavi zdravil. Najpogosteje se 
polimeri uporabljajo za zaščito ZU pred vlago, svetlobo, specifičnimi pogoji v prebavnem 
traktu, stabilizirajo suspenzije/emulzije, omogočajo prirejeno sproščanje…V magistrskem 
delu smo se osredotočili na kapa-karagenan, ki je naravni polimer in se uporablja kot 
pomožna snov za nadzorovano sproščanje zdravilne učinkovine ter kot vezivo za mehko 
tabletiranje (ang. soft tableting). S pomočjo dveh različnih analitskih pristopov smo v okviru 
eksperimentalnega dela ovrednotili fizikalno kemijske lastnosti kapa-karagenanov različnih 
tipov (812 in 911), proizvajalcev (Cargil in BioPolymer) ter serij.  
S pomočjo mikroskopa na atomsko silo smo posneli posamezne polimerne verige iz 
pripravljenih raztopin z različno koncentracijo polimera. Pri nižjih koncentracijah polimera 
(50 ppm) smo zaznali posamezne verige z zankami in razcepi. Nekatere serije kapa-
karagenanov pa so tvorile mreže. Pri višji koncentraciji polimera (100 ppm) pa mrež in 
posameznih verig nismo opazili, na sliki so bile le neurejene oz. agregirane strukture.  
Z instrumentalnim nanovtiskovanjem smo določili mehanske lastnosti polimernih filmov. 
Izmerili smo Youngov modul in vtisno trdnost. Metoda je nedestruktivna in zahteva le 
minimalno količino vzorca, kar je še posebej pomembno pri predformulacijskih raziskavah. 
Pokazali smo linearno korelacijo med persistenčno dolžino in Youngovim modulom ter 
persistenčno dolžino in vtisno trdnostjo.  
Na makroskopskem nivoju Youngov modul pomeni merilo elastičnosti in vtisna trdnost 
merilo plastičnosti. Plastična in elastična deformacija sta zelo pomembni pri procesu 
stiskanja tablet, kjer pride do začasne prerazporeditve delcev, elastične deformacije, 
plastične deformacje in na koncu fragmentacije.  
Glede na širok razpon vrednosti parametrov, ki smo jih določali, lahko zaključimo, da 
prihaja do velikih variacij med različnimi serijami naravnih polimerov. Fizikalno kemijske 
lastnosti le-teh pa posredno vplivajo tudi na končne lastnosti tablet, kot so trdnost, 




KLJUČNE BESEDE  




Polymers are used in pharmacy as excipients in the drug manufacture. Most often, polymers 
are used to protect API from moisture, light, specific conditions in the GIT, stabilize 
suspensions / emulsions, control release of the API… The master's thesis was focused on 
kappa-carrageenan, it is a natural polymer and is used as an excipient for controlled release 
of the API and as a binder for soft tableting. Using two different analytical approaches, we 
evaluated the physicochemical properties of kappa-carrageenan of different types (812 and 
911), manufacturers (Cargil and BioPolymer) and series. 
Using an atomic force microscope, individual polymer chains were prepared from solutions 
with different polymer concentrations. At lower concentration (50 ppm), individual chains 
with loops and knots were detected. Some series of kappa-carrageenan formed networks. At 
higher concentration (100 ppm), networks and individual chains were not observed, only 
disordered and aggregating structures were noticed. 
The mechanical properties of polymer films were determined by instrumental 
nanoindentation. The Young's modulus and the hardness was measured. The method is non-
destructive and requires only a minimal amount of sample, what is especially important in 
pre-formulation research. A linear correlation between persistence length and Young's 
modulus and persistence length and hardness were presented. 
At the macroscopic level, the Young's modulus is a measure of elasticity. A hardness is a 
measure of plasticity. Plastic and elastic deformation are very important in the tablet 
compression process, where a temporary redistribution of particles, elastic deformation, 
plastic deformation and finally fragmentation are done. 
Regarding the wide range of parameter values were determined, it can be concluded that 
there are large variations between different series of natural polymers. Physicochemical 
properties also indirectly affect the final properties of the tablets, such as strength, elasticity, 









ZU – zdravilna učinkovina 
 
PS – pomožna snov 
 
HPMC – hidroksipropilmetil celuloza 
 
GIT – gastrointestinalni trakt 
 
E – Youngov modul 
 
H – vtisna trdnost 
 
FJC – model prosto združene verige 
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Zdravilo vsebuje zdravilno učinkovino (ZU) in eno ali več pomožnih snovi (PS), pogosto v 
značilno večjih količinah kot ZU. PS se uporabljajo za izboljšanje pretočnosti praškov ter 
posledično enakomernosti mase in vsebnosti, mehanskih lastnosti tablet, stabilnosti, 
razpadnosti in raztapljanja (1,2). 
Fizikalno kemijske lastnosti polimerov, ki se najpogosteje nanašajo na njihovo izbiro, so 
topnost v vodi/organskih topilih, molska masa, nabrekanje, pH odvisnost, viskoznost, vrsta 
in stopnja substitucije ter velikost delcev (3,4).   
Kot PS se farmacevtski polimeri najpogosteje uporabljajo za zaščito ZU pred specifičnimi 
pogoji v prebavnem traktu (npr. gastrorezistentna obloga iz kationskega polimetakrilata, ki 
je netopna v kislem želodčnem soku, raztopi pa se v tankem črevesju), zaščito ZU pred vlago, 
zrakom, svetlobo, maskiranje vonja in okusa, prirejeno sproščanje ZU, pospešitev 
razpadnosti trdnih farmacevtskih oblik ter stabilizacijo suspenzij/emulzij (1,2).  
 
1.1.  NARAVNI POLIMERI 
Uporaba naravnih polimerov v farmaciji je primerljiva s sintetičnimi. Naravni polimeri 
imajo široko področje uporabe v formulacijah s podaljšanim sproščanjem (predvsem 
HPMC). Znani naravni polimeri, ki se uporabljajo v farmaciji in na drugih področjih so 
karagenan, akacija (arabski gumi), agar, želatina, škrob, kolagen, keratin itd. (5). Naravne 
polimere lahko vključimo kot PS v različne formulacije, kjer se uporabljajo kot veziva, 
razgrajevala, stabilizatorji, solubilizatorji, bioadhezivi, gelirna sredstva, sladila. 
Uporabljamo jih tudi za tvorbo ogrodnih sistemov in bukalnih filmov, prav tako pa so 
osnovni gradniki hidrofilnih ogrodnih tablet (4,6).  
Lahko so mineralnega, rastlinskega ali živalskega izvora. V rastlinskem naboru polimerov 
je celuloza najbolj razširjena makromolekula. Rastlinskega izvora so tudi škrob, pektin, 
inulin, agar in karagen ksantan (7). 
Slabost naravnih polimerov je, da so lahko imunogeni, mikrobiološko kontaminirani, 
opazimo lahko razliko od serije do serije. Prednosti pa so, da so netoksični, enostavno 
dostopni, so biorazgradljivi, biokompatibilni in sposobni kemijskih modifikacij (imajo dolge 
verige in veliko funkcionalnih skupin, preko katerih lahko potečejo tudi druge reakcije, na 
ta način pa dobimo spojine z drugačnimi lastnostmi) (6,7)  
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1.2.  KARAGENANI 
Karagenani so strukturni hidrofilni polisaharidi iz morskih rdečih alg Rhodophyceae, ki se 
nahajajo v celični steni. Pridobivamo jih predvsem iz vrst alg Chondrus crispus, Euchema 
cottoni, Euchema spinosum, Gigartina skottsbergi in Iradaea laminarioides. Karagenani 
(slika 1) vsebujejo ponavljajoče se disaharidne enote galaktoze in 3,6 anhidrogalaktoze, 
sulfatirane in nesulfatirane, ki jih povezujejo izmenične α-(1,3) in β-(1,4) glikozidne vezi 
(8,9). Njihova povprečna molska masa je med 100 in 1000 kDa. Poleg sulfata so lahko v 
karagenanskih produktih prisotni tudi drugi ogljikovodiki, kot so galaktoza, ksiloza, uronska 
kislina in glukoza, pa tudi substituenti kot metil etrske in piruvatne skupine. Uporaba 
karagenanov z nižjo molsko maso je omejena zaradi njihovega toksičnega učinka na GIT 
(10).  
 
Slika 1: Kemijska struktura karagenana (11) 
 
Pridobivanje karagenanov: alge najprej posušijo, sledi izpiranje ter odstranitev primesi kot 
so pesek, soli in druge nečistoče. V naslednji fazi se karagenan ekstrahira iz alg v vodno 
raztopino, ki vsebuje natrijev hidroksid. S filtracijo ali centrifugiranjem odstranijo dele alg, 
ki se niso raztopile. Raztopino ponovno filtrirajo. Sledi koncentriranje z vakuumsko 
destilacijo in ultrafiltracija. Iz raztopine se pridobijo karagenani na dva načina: 
• Izparevanje alkohola - dodatek izopropanola povzroči precipitacijo karagenana. 
Alkohol in vodo odparijo, karagenan pa posušijo in zmeljejo do želene velikosti 
delcev. 
• Postopek zamrzovanja in odtaljevanja  je primeren za kapa-karagenan, ki tvori gel s 
kalijevimi solmi. Gel pripravimo s pomočjo KCl in ga zamrznemo, pri odtaljevanju 
pa pride do ločevanja vode s sinerezo (krčenje gela, ki ga spremlja ločevanje iz 




Vrste karagenanov se med seboj razlikujejo po številu in poziciji esterskih sulfatnih skupin. 
Obstajajo tri glavne vrste karagenanov (slika 2), to so kapa, iota in lambda. Kapa-karagenan 
je sestavljen iz približno 25% 1,3-β-D-galaktoze-4-sulfata in 34% 1,4-α-3,6-anhidro-D-
galaktoze. Iota karagenan je sestavljen iz okoli 32% 1,3-β-D-galaktoze-4-sulfata in 30%  1,4-
α-3,6-anhidro-D-galaktoze-2-sulfata. Lambda karagenan ne tvori gela in se uporablja za 
zgostitev mlečnih izdelkov, vsebuje pa 35% 1,3-β-D-galaktoze-4-sulfata in 1,4-α-D-
galaktoze-2,6-disulfata (13).  
  
Slika 2: Strukturne formule treh najpomembnejših komercialnih karagenanov (13) 
 
Pri kapa in iota karagenanu 1C4 konformacija 3,6-anhidro-D-galaktopiranozilne enote 
omogoča sekundarno strukturo dvojne vijačnice, ki je bistvena za oblikovanje gela. Iota 
karagenan tvori ob prisotnosti kalcijevih ionov elastičen gel (14). 
Viskoznost raztopin karagenanov je odvisna od vrste karagenana, koncentracije, 
temperature, molske mase in prisotnosti drugih topljencev. Viskoznost eksponentno narašča 
z višanjem koncentracije ali molske mase. Med ohlajanjem vroče raztopine karagenana se 
viskoznost postopoma povečuje vse do temperature geliranja (12). Nastali geli so stabilni pri 
sobni temperaturi, ampak jih lahko s segrevanjem 5-30 ̊ C nad temperaturo geliranja 
ponovno stalimo (sol stanje). Pri pH pod 3,5 poteče avtohidroliza karagenanskih raztopine. 
Raztopine izgubijo viskoznost, saj pride do cepitve 3,6-anhidrogalaktozne vezi. Pri višji T 
je avtohidroliza hitrejša (9). Kot večina hidrokoloidov se karagenanske raztopine obnašajo 
psevdoplastično (18). 
V vroči vodi so topni vsi karagenani, v hladni pa samo lambda in natrijeve soli kapa in jota 







Uporaba: v farmacevtski industriji se v zadnjih letih karagenani uporabljajo kot PS v 
tabletah s takojšnjim sproščanjem kot vezivo, razgrajevalo in polnilo. Karagenani 
omogočajo mehko tabletiranje (ang. soft tableting), saj pri stiskanju prevladuje elastična 
deformacija. Ta vrsta tabletiranja je primerna za snovi, ki so občutljive na visok tlak.  Zaradi 
možnosti nabrekanja in geliranja se uporabljajo tudi kot polimerna ogrodja pri tabletah s 
podaljšanim sproščanjem. Pri izdelavi pelet služijo kot sredstvo za krogličenje, v tekočih 
farmacevtskih oblikah pa delujejo kot zgoščevalo ter stabilizator suspenzij in emulzij 
(15,16,17). Poleg dobro znanih bioloških aktivnostih, povezanih z vnetnimi in imunskimi 
odzivi, so tudi močni zaviralci herpesa in virusa HPV. Izkazujejo protitumorno, 
protihiperlipidemično in protikoagulantno aktivnost (18,19).  
1.2.1. KAPA-KARAGENAN 
Kapa-karagenani ob hlajenju ali dodatku nekaterih ionov (K+, Ca2+, Rb+) tvorijo gele. 
Kationi nevtralizirajo negativni naboj na verigi in zmanjšajo odbojno silo med verigami 
polimera. Nastanek gela omogočajo 3,6-anhidrogalaktozne enote. Ioni nevtralizirajo 6-
sulfatno skupino, ki se pretvori v bolj linearno (planarno) molekulo 3,6-anhidrogalaktozo, 
ki omogoča nastanek dvojne vijačnice. Dvojne vijačnice predstavljajo stična območja 
polimernih verig, nadaljnje ohlajanje pa povzroči agregacijo stičnih območij (nastane gel, 
slika 3). Kapa-karagenan tvori gel, ki je lahko tog (če dodamo Ca2+) ali mehek in elastičen 
(če dodamo jota karagenan ali kalij) (8,18,19). Prisotnost zank v polimerni verigi kot tudi 
količina, vrsta in položaj estrskih sulfatnih skupin pomembno vplivajo na proces geliranja. 
Visoka reaktivnost kapa-karagenana z mlekom je posledica močne elektrostatične 
interakcije med negativno nabito estrsko sulfatno skupino z močno pozitivno nabito micelo 
kazeina mleka (13). 
 




Kapa-karagenan deluje sinergistično z drugimi gumiji (polimanani), pri katerem pride do 
nadaljnje spremembe teksture gela. Ob strigu se kapa-karagenanski geli razbijejo in učinek 
je trajen (9,14). Geli, ki so pripravljeni iz hidroksialkilnih derivatov kapa-karagena 
izkazujejo manjšo sinerezo (spontano iztiskanje vode skozi površino gela v mirovanju) in 
prispevajo k širši industrijski uporabi (10). Kapa-karagenan izkazuje hitro sproščanje zaradi 
hitrega razpada ali hitrega nabrekanja, najhitreje erodira izmed treh komercialnih 
karagenanov (18).  
1.3.  MEHANSKE LASTNOSTI SNOVI 
Lastnosti snovi razdelimo na kemijske, fizikalne in mehanske. Na makroskopskem (bulk) 
nivoju so mehanske lastnosti izjemno pomembne za farmacevtsko tehnologijo pri mešanju, 
suhem in mokrem granuliranju ter stiskanju. Mehanske lastnosti materiala vplivajo na 
njegovo obnašanje med obremenitvijo, za merjenje teh lastnosti pa na makroskopskem 
nivoju po navadi izvedemo tritočkovni in štiritočkovni upogibni test, kompresijski in 
indentacijski test. Na mikroskopskem nivoju (nivo posameznega delca) pa merimo 
mehanske lastnosti s pomočjo visoko ločljivostnih inštrumentov, kot sta mikroskopija na 
atomsko silo (ang. Atomic force microscopy) in metoda nanovtiskovanja na nanoindenterju 
(ang. nanoindentation) (21,22). Običajno je lahko deformacija elastična ali plastična. 
Elastičnost je lastnost materiala, da se po prenehanju delovanja zunanjih sil vrne v prvotno 
obliko (velikost, pozicijo). Plastičnost pa je lastnost materiala, da ohrani trajno deformacijo, 
ki nastane pod obremenitvijo (23). Pri nateznem testu dobimo krivuljo napetost-deformacija 
(Slika 4).  
  




V elastičnem območju je deformacija linearno sorazmerna z napetostjo (24). Elastično 
obnašanje lahko opišemo s pomočjo Hookovega zakona. Robert Hooke je leta 1678 dokazal, 
da se večina trdnih snovi obnaša kot vzmet (ko material izpostavimo sili, se bo podaljšal v 
smeri vlečenja za vrednost, ki je sorazmerna obremenitvi) (25). Ko obremenitev odstranimo, 






                                                                          /Enačba 1/ 
Enačba 1 predstavlja Hookov zakon, kjer je F/S obremenitev materiala (Pa), E je elastični 




 pa je raztezek oz. skrček materiala (deformacija). Razmerje med 
relativnim prečnim skrčkom in raztezkom je Poissonovo število, katerega teoretično najvišja 
meja je 0,5 (22). 
Ko dosežemo mejo plastičnosti, se prične plastična deformacija, ki je ireverzibilna in 
material se ne vrne več v prvotno obliko kljub odstranitvi obremenitve. Če obremenitev še 
povečujemo, lahko pride do loma delcev (24).  
1.3.1. MEHANSKE LASTNOSTI POLIMERNIH VERIG 
S pomočjo mikroskopije na atomsko silo in velikostno izključitvene kromatografije (ang. 
Size Exclusion Cromatography) lahko definiramo posamezne parametre, ki so primerni za 
opis mehanskih lastnosti polimernih verig. 
• Dolžina konturja je dejanska razdalja vzdolž glavne verige polimerne molekule od 
i-tega do j-tega segmenta (Lij). Skupna dolžina konturja je razdalja od prvega do 
zadnjega segmenta (L0 = ∑ 𝑟𝑖𝑛𝑖=1 ) (slika 5a).  
• Razdalja med dvema koncema verige (ang. end to end distance): razdalja med 
prvim in zadnjim segmentom polimerne verige (slika 5a).  
• Persistenčna dolžina je dolžina konturja od i-tega do k-tega segmenta. Je merilo 
togosti. Polimerna veriga s kratko persistenčno dolžino je bolj prožna (slika 5b in c). 
• Vztrajnostni polmer je povprečna oddaljenost posameznega segmenta polimerne 










Slika 5: a) črka R predstavlja  ̋end to end ̏ razdaljo, L pa dolžino konturja (povzeto po 29), 
b) ri predstavlja dolžino posameznega segmenta, c) in d) oznaka Lp pomeni persistenčno 
dolžino (28), d) prikazuje vztrajnostni polmer, r1, r2 in r3 predstavljajo povprečno 
oddaljenost posameznih monomernih enot od centra mase polimera (23) 
  
MODELI POLIMEROV 
V nadaljevanju so opisani trije različni matematični modeli, s katerimi opišemo mehanske 
lastnosti polimernih verig.  
(a) (b) 
Lp 
(c)  (d) 
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1) Model prosto združene verige (ang. Freely Jointed Chain – FJC) 
Model opisuje idealno polimerno verigo in njeno obnašanje v raztopini. Predlagal ga je Kuhn 
leta 1936.  Predpostavlja, da ima veriga n število vezi enakih dolžin l v linearnem zaporedju, 
kjer lahko smer vektorja (θ, φ) zavzame vse vrednosti z enako verjetnostjo (0 ≤ θ ≤ π; 0 ≤ φ 
≤ 2π). Ta model ustreza verigi s fiksno dolžino vezi. Vsak segment v polimerni verigi ima 
dva sosednja segmenta, razen dveh končnih segmentov. Segmenti so povezani s spoji (ang. 
universal joints) brez omejitve rotacijske svobode. Polimerna veriga lahko zavzame številne 
konformacije (24,28).  
 
Slika 6: Model prosto združene verige, polimerna veriga je sestavljena iz n vezi (24) 
 
2) Model «črvom podobne verige» (ang. Worm-like-chain model) 
Predpostavlja, da je polimerna veriga neskončno fleksibilna, kar je v nasprotju z modelom 
prosto združene verige. Še posebej je primeren za opis bolj togih polimerov. Pri sobni 
temperaturi zavzame polimer fleksibilno (ang. Smoothly curved) konformacijo, pri T = 0 K 
pa togo (neprožno) konformacijo. Če imamo polimer z maksimalno dolžino L0, pot polimera 
opišemo kot s Є (0, L0), t (s) je enotni tangentni vektor verige v točki s in →
𝑟
 (s) pozicijski 
vektor vzdolž verige, kot je prikazano na sliki 7, potem zapišemo:  
                                                            /Enačba 2/                      
in razdalja med dvema koncema verige je 
                                                       /Enačba 3/                              
Energijo, ki je povezana z upogibanjem polimera, lahko zapišemo kot:   
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                      /Enačba 4/                               
kjer je P persistenčna dolžina, kB Boltzmannova konstanta in T absolutna temperatura. Pri 
končnih temperaturah je razdalja med dvema koncema verige bistveno krajša od maksimalne 




Slika 7: Prikaz modela «črvom podobne verige» (30) 
 
3) Model naključnega gibanja (ang. random walk) 
Opisuje idealno verigo (konformacijsko energijo zanemarimo), pri tem pa ne upoštevamo 
lastne prostornine monomerov in korelacije med posameznimi deli verige. Pri tem modelu 
se monomeri lahko prekrivajo med seboj. Polimer je sestavljen iz N monomerov dolžine b 
(slika 8b). Vektor, ki kaže od začetka do konca verige, lahko definiramo kot  
R= ∑ 𝑟𝑖𝑁𝑖=1                                                                                          /Enačba 5/ 
Iz centralnega limitnega izreka lahko izpeljemo, da če je N»1, pričakujemo Gaussovo 
porazdelitev vektorja, ki kaže od začetka do konca verige (slika 8b). Povprečje vseh možnih 
konfiguracij vektorja R je enako nič, povprečje R2 pa ni enako nič ( 𝑅 ∙ 𝑅 = 3𝑁𝑏2). 










) (31,32).                                                        /Enačba 6/ 
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Slika 8: Model naključnega gibanja, 8a) RN označuje razdaljo med začetkom in koncem 
polimera, na sliki 8b) pa je Gaussova veriga (31).                     
1.4.  NANOVTISKOVANJE (nanoindentacija) 
Nanovtiskovanje se pogosto uporablja za študijo mehanskih lastnosti materialov na nano 
metrski skali (20). Razvoj metode sega v leto 1980, sprva samo na submikronskem nivoju, 
kasneje pa tudi v nano območju (33). Je enostavna, hitra in nedestruktivna metoda, ki zahteva 
majhno količino materiala, primerna je tudi za tanke filme (20,34,35). Nanoindentacija je 
metoda izbire za določanje deformacijskih lastnosti materialov v metalurgiji, čeprav se 
postopoma uveljavlja tudi v farmacevtski industriji, kjer procesi vključujejo mehanske 
operacije (npr. mletje, stiskanje) (36). Polimeri izkazujejo viskoelastično obnašanje in pod 
mehanskim stresom pride do elastične (posledica van der Waalsovih in vodikovih vezi) in 
plastične deformacije (20,36). Osnovna parametra, ki ju dobimo z meritvijo na 
nanoindenterju sta vtisna trdnost (H) in Youngov modul (E) (33). Nanoindenter (slika 9) 
lahko uporabimo tudi za oceno zlomne žilavosti tankih filmov, test obrabnosti ter meritve 








Slika 9: Shematičen prikaz nanoindenterja (39) 
 
Osnovni princip merjenja temelji na kontroliranem vtiskovanju konice indenterja v material 
v območju μN – mN. Rezultat meritve je graf obremenitve (sile) v odvisnosti od globine 
vtisa. Pri obremenjevanju gre za plastično in elastično deformacijo, pri razbremenjevanju pa 
samo za elastično deformacijo. Slika 10 prikazuje obremenitveno in razbremenitveno 
krivuljo. Iz krivulje lahko odčitamo tri pomembne parametre, to so Fmax (maksimalna 
vrednost obremenitve), hmax (maksimalna globina) in S (togost), ki jo izračunamo iz naklona 
začetnega dela razbremenitvene krivulje (38). V poglavju Metode (3.3.1) smo podrobno 
opisali Oliver-Pharr model, po katerem smo izračunali parametre, ki smo jih proučevali v 
magistrski nalogi. 
 
Slika 10: Prikaz sile vtiskovanja v odvisnosti od globine vtisa (prirejeno po 39) 
 
Nanovtiskovanje se začne s približevanjem konice, dokler ta ne zazna površine vzorca, na 
osnovi nastavljene vrednosti togosti stika. Slika 11 prikazuje graf sile v odvisnosti od časa  
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 obremenjevanja. Cikel je sestavljen iz linearne maksimalne obremenitve (kontrolirano 
vtiskovanje konice v vzorec). Ko dosežemo maksimalno obremenitev, pride do zadrževanja 
pri maksimalni obremenitvi (sili), da zmanjšamo vpliv časovno odvisne plastičnosti ali 
lezenja. Sledi razbremenjevanje do 10% maksimalne sile (dekompresija vzorca), zadržanje 
pri tej vrednosti da izmerimo toplotni odziv instrumenta, na koncu je razbremenitev in 
konica se vrne v prvotni položaj. Čas zadrževanja pri maksimalni sili je treba izbrati tako, 
da lezenje bistveno ne vpliva na krivuljo razbremenjevanja (40,41).  
 
Slika 11: Tipični cikel nanovtiskovanja (prirejeno po 41) 
 
Tipični materiali, ki se uporabljajo za izdelavo konic za nanovtiskovanje so diamant, 
volframov karbid in safir (41). Najpogosteje uporabimo diamant, ker njegova velika trdnost 
in elastični modul minimizirata prispevek premikov, ki bi se zgodili zaradi deformacije 
samega materiala (20). Običajno uporabljene geometrije konic so sferična, tristrana piramida 
(Berkovicheva konica, ki smo jo uporabili pri naših meritvah) in kvadratna piramida 
(Vickersonova konica) (41). Za merjenje vtisne trdnosti in Youngovega modula najraje 
uporabimo Berkovichevo konico (20). Pri sferični konici je začetni kontakt vtisa elastičen, 
pri višjih obremenitvah pa se spremeni v plastično-elastičnega, kar omogoča raziskovanje 
žilavosti materialov. Slabost pa je, da težko dobimo natančno sferično geometrijo za 
polmere, manjše od 100 mikrometrov za trde materiale kot je diamant, iz katerega je 




Slika 12: Geometrija Vickersonove konice levo in Berkovicheve desno (41) 
 
Pomembna izboljšava klasičnega postopka nanoindentacije je CSM (continuous stiffness 
measurement) - kontinuirano merjenje togosti. Pri tej tehniki kontinuirano merimo globino, 
vzorec pa obremenjujemo z manjšim dinamičnim nihanjem signala sile. Fazni zamik merimo 
pri vsaki določeni globini vtisa (najpogosteje na 2 nm) (42). Glavne prednosti tehnike so: 
kontinuirano spremljanje mehanskih lastnosti kot funkcije globine; čas analize se skrajša, 
ker dobimo Youngov modul in vtisno trdnost iz krivulje obremenjevanja; natančno določimo 
stično točko konice  s površino materiala (vzorca) (40).   
 
 




1.5.  MIKROSKOPIJA NA ATOMSKO SILO (ang. Atomic Force 
Microscopy) 
Z razvojem novih farmacevtskih oblik in dostavnih sistemov se povečuje tudi potreba po 
razvoju novih metod za vrednotenje površinskih lastnosti na nanometrskem nivoju. 
Pomembne so nedestruktivne tehnike, kot je vrstična preiskovalna mikroskopija (ang.  
scanning probe microscopy – SPC). Osnovne tehnike SPC so mikroskopija na atomsko silo 
(ang. atomic force microscopy – AFM), vrstična tunelska mikroskopija (ang. Scanning 
tunneling microscopy – STM) ter bližnja vrstična optična mikroskopija (ang. Near-field 
scanning optical microscopy – NSOM) (43,44). AFM se je razvila 1986 z namenom, da se 
poveča zmogljivost STM, s katero lahko slikamo samo prevodne in polprevodne površine. 
Prednost AFM je, da lahko prikaže skoraj vse vrste površin (keramika, polimeri, biološki 
material, steklo), nanometrska ločljivost, enostavna priprava vzorca (snemamo lahko v 
vakuumu/tekočini/zraku) in sposobnost merjenja sil med 10-4 in 10-12 N (45, 46). Poleg 
topografske preiskave površine uporabljamo AFM tudi za kvantitativno vrednotenje 
fizikalnih lastnosti materialov (površinske, kemijske, magnetne, mehanske in 
elektrokemijske lastnosti) (47). 
Princip delovanja AFM (slika 14) temelji na merjenju odmika tipala, ki je sestavljen iz 
nosilca in konice in ga premikamo po površini vzorca. Med površino vzorca in vrhom konice 
tipala delujejo van der Waalsove, elektrostatske, magnetne, ionske in kapilarne sile. Te sile 
povzročijo odmik tipala, katerega gibanje omogoča piezoelektrično vodilo. Na vrh tipala 
svetimo z lasersko svetlobo in odbiti žarek detektiramo s krajevno občutljivim 
fotodetektorjem. Merimo lahko vertikalni in lateralni premik konice (43).  
 




Načini snemanja površin vzorcev z AFM: 
• Kontaktni način snemanja (ang. Contact mode) → je način snemanja z zelo visoko 
resolucijo, konico tipala privedemo v direkten stik s površino vzorca. Med njima 
delujejo medatomske odbojne sile. Kontaktna sila je zaradi uporabe povratne zanke  
• med skeniranjem konstantna. Slika nastane s preslikavo navpičnega položaja vzorca 
(45). Če pa imamo konstantno višino, se sila med vzorcem in konico spreminja in 
spremljamo lego tipala v vsaki točki skeniranja. Ta način slikanja ni primeren za 
mehke biološke materiale (47).  
• Nekontakten način snemanja (ang. Non-contact mode) → vzorec in konica nista v 
stiku. Tipalo niha z določeno amplitudo in lastno frekvenco na oddaljenosti 1-10 nm 
nad vzorcem. Detektiramo šibke privlačne sile med konico in vzorcem (van der 
Waalsove, elektrostatske, magnetne in kapilarne). Konica se ob približevanju vzorca 
znajde v polju sil, kar povzroči zmanjšanje frekvence osciliranja in amplitude 
(43,47). Primerno je za zelo občutljive vzorce, ne dosežemo pa takšne ločljivosti kot 
pri kontaktnem in tipalnem načinu (45). 
• Tipalni način snemanja (ang. Tapping mode) → konica se med nihalnim ciklom 
dotakne površine vzorca samo enkrat. Konica se dviguje in spušča (niha) z 
resonančno frekvenco, za mehanizem vzbujanja nihanja pa poskrbi piezoelement. Ko 
se tipalo dotakne površine, se amplituda nihanja zmanjša in na ta način se ohranja 
konstantna razdalja med tipalom in površino vzorca. Ta način je bil razvit, da bi 
odstranili stranske sile, ki lahko poškodujejo zlasti biološke vzorce (43,45,47).  
 
 





2. NAMEN DELA 
Namen magistrske naloge je  proučevanje fizikalno-kemijskih lastnosti kapa-karagenana na 
molekularnem nivoju s pomočjo mikroskopa na atomsko silo, kot so dolžina konturja, 
persistenčna dolžina polimernih verig, premreženost in vztrajnostni polmer. Na nivoju 
polimernega filma pa bomo različnim kapa-karagenanom ovrednotili mehanske lastnosti z 
metodo instrumentalnega nanovtiskovanja. Z omenjenimi analitskimi tehnikami bomo 
ugotovili razlike v fizikalno-kemijskih lastnostih kapa-karagenanov različnih serij, 
dobaviteljev in tipov, ki posledično vplivajo na hitrost nabrekanja, raztapljanje ZU iz tablete 
ter mehansko robustost (npr. elastičnost, plastičnost).  
V prvem delu se bomo osredotočili na molekularni nivo, t.j. nivo posamezne polimerne 
verige. S pomočjo mikroskopa na atomsko silo bomo posneli posamezne molekule kapa-
karagenanov in na podlagi slik ocenili, ali se je tvorila mreža ali posamezne verige. Na 
osnovi slikovne obdelave bomo izračunali parametre, kot so persistenčna dolžina, dolžina 
konturja ter vztrajnostni polmer.  
V drugem delu bomo preučili mehanske lastnosti polimernih filmov kapa-karagenanov. S 
pomočjo nanoindentacije bomo določili parameter elastičnosti (Young-ov modul) in 
plastičnosti (vtisna trdnost). Cilj bo tudi pokazati korelacijo med makroskopskim nivojem 
(mehanske lastnosti polimernih verig) in mikroskopskim nivojem (nivo posamezne 
polimerne verige), saj vemo, da je obnašanje na makroskopskem nivoju pogosto odvisno od 
obnašanja na mikroskopski ravni. Določitev mikroskopskih lastnosti je zelo pomembna v 
predformulacijskih študijah, saj pridobimo podatke o fizikalnih in mehanskih lastnostih 
polimerov, poleg tega pa lahko napovemo hitrost raztapljanja (brez da opravimo test 
raztapljanja, ki je časovno in materialno potraten). Dobimo tudi vpogled v razumevanje 







3. MATERIALI IN METODE 
3.1. PREISKOVANI VZORCI KAPA-KARAGENANOV 
kontrolna številka  tip proizvajalec 
30194203 812 FMC Biopolymer (ZDA) 
30312189 812 FMC Biopolymer (ZDA) 
30308336 812 FMC Biopolymer (ZDA) 
31100566 812 FMC Biopolymer (ZDA) 
001560044 812 FMC Biopolymer (ZDA) 
30897971 812 FMC Biopolymer (ZDA) 
30591417 812 FMC Biopolymer (ZDA) 
30998205 812 FMC Biopolymer (ZDA) 
30489294 812 FMC Biopolymer (ZDA) 
30585345 911 FMC Biopolymer (ZDA) 









3.2. LABORATORIJSKI MATERIAL IN OPREMA 
Material: 
➢ prečiščena voda (Fakulteta za farmacijo) 
➢ KCl: Sigma Aldrich (ZDA) 
➢ dvokomponentno lepilo UHU plus sofortfest, Baden, Nemčija 
➢ sljuda (Electron Microscopy Sciences, ZDA) 




➢ plastična kartica 
➢ kalup 
➢ krovno stekelce 




➢ analitska tehtnica Mettler Toledo Excellence XP4002S, Švica 
➢ avtomatska pipeta Biohit 1-1000 μL, Finska 
➢ mešalo RW16 basic IKA-WERKE, Nemčija 
➢ laboratorijski sušilnik SP-45, Kambič laboratorijska oprema, Slovenija 
➢ Nanoindenter G200, Agilent Technologies, ZDA 









3.3.  METODE 
3.3.1. NANOVTISKOVANJE ( nanoindentacija ) 
Nanoindentacija omogoča razumevanje in vrednotenje mehanskih lastnosti materialov. 
Informacije, ki jih pridobimo s to metodo so pomembne predvsem v predformulacijskih 
študijah, saj so nam v pomoč pri izbiri formulacije, procesov in procesnih parametrov. 
Kvantitativno lahko določimo deformacijske parametre na majhnem vzorcu relativno hitro, 
enostavno in z minimalno pripravo vzorca.  
Sestavni deli nanoindenterja (slika 16) so visokoločljivostni generator sile, ki omogoča 
kontrolirano približevanje oz. vtiskovanje konice indenterja v material, konica indenterja in 
visokoločljivostni senzor, ki meri globino vtisa v vzorcu (40).  
   
Slika 16: Levo shematski prikaz nanoindenterja (48), desno Nanoindenter G200. 
 
Osnovni pricip merjenja predstavlja vtiskovanje konice indenterja v vzorec, ob tem 
zaznavamo natančno silo in globino vtisa. Geometrijo konice indenterja poznamo in 
največkrat uporabljeni model za izračun mehanskih parametrov sta razvila Oliver in Pharr 
(37,38). Mehanske lastnosti vzorca lahko ovrednotimo s parametroma, kot sta Young-ov 
modul (E) in vtisna trdnost (H).  
Za določitev E in H potrebujemo togost (S) in projekcijo površine stika med konico in 
vzorcem (Ap).  Togost predstavlja začetek strmine razbremenitvene krivulje (slika 10), ki jo 
lahko opišemo z enačbo 8. Stik med konico in vzorcem lahko v tem primeru modeliramo 
kot kontakt med popolnoma togo konico in izotropno snovjo z reduciranim elastičnim 








Ap je projekcija površine stika pri maksimalni sili, ki jo opisuje funkcija oblike konice 
Ap=f(hc). Ta za Berkovichev indenter znaša 23.96 hc.  
Globino kontakta konice in vzorca (hc) pri maksimalni sili dobimo kot: 
hc = hmax – 𝜀k (hmax – hr)                                                                    /Enačba 9/ 
Youngov modul preiskovanega materiala E lahko izračunamo z upoštevanjem Youngovega 
modula konice indenterja Ei (1141GPa) in Poissonovega števila diamantne konice 









                                                                               /Enačba 10/ 
 
H je kvocient med Fmax in Ap in je merilo odpornosti materiala proti plastični deformaciji. H 




                                                                                              /Enačba 11/ 
 
Prednosti določanja mehanskih lastnosti na nivoju delcev v primerjavi s klasičnim 
določanjem so, da lahko opazujemo različne faze odziva materiala na zunanjo obremenitev 
(elastična in plastična deformacija ter lomljenje). Slabosti pa so, da moramo izvesti 
statistično značilno število meritev, analiza zahteva nizko hrapavost vzorca, značilno pa je 
tudi veliko sipanje podatkov zaradi heterogenosti materiala (predvsem pri farmacevtskih 
materialih) (21).  
Nanoindenter G200, na katerem smo izvedli meritve, omogoča novejši princip 
nanoindentacije, kjer kontinuirano spremljamo togost v odvisnosti od globine indentacije 
(ang. Continuous Stiffness Measurement - CSM). Sila v obremenitvenem delu krivulje 
oscilira z več redov manjšo amplitudo v primerjavi s končno silo. Fazni zamik merimo na 
vsaka 2 nm. Tako lahko E in H dobimo iz krivulje obremenjevanja in kot funkcijo globine 
(kar je prednost predvsem pri heterogenih materialih). Prednost je tudi ta, da je določitev 
stične točke bolj natančna. Skrajšan je tudi čas, potreben za kalibracijo in meritve (40). 
Za določitev E in H moramo poznati togost vzorca (S), ki ga pridobimo s pomočjo enačbe 
12, kjer vrednost K predstavlja togost stika površine s konico vzorca, Kf togost ogrodja 
nanoindenterja, Ks pa je togost blažilnih vzmeti.  
 
             K = (S-1 + Kf 




Z enačbo 13 in 14 izračunamo togost vzorca (S) in dušenje ob kontaktu (Dsω). 
 








)−1                                                         /Enačba 13/ 
 
                                           
                Dsω = 
𝐹0
𝑧0
𝑠𝑖𝑛∅ −  𝐷𝑖𝜔                                                                      /Enačba 14/ 
Vrednost vzbujevalne frekvence ω nastavimo pred meritvijo, amplitudo vzbujanja (F0), 
premik amplitude (z0) in spremembo faznega osciliranja (∅) izmerimo med meritvijo. Ks, 
Kf, Di (faktor dušenja) in m so parametri aparature, ki jih določi proizvajalec (40). Naslednji 
korak je izračun Youngovega modula preiskovanega materiala (enačba 10) in pa vtisne 
trdnosti (enačba 11).  
  
Meritve smo opravili na Naravoslovnotehniški fakulteti Univerze v Ljubljani, oddelku za 
metalurgijo pri sobni temperaturi. Uporabili smo Berkovichev tip konice, ki ima obliko 
tristrane piramide iz diamanta v načinu dela CSM. Mikroskop je bil pri meritvah nastavljen 
na 40x povečavo. Območje globine vtisa je bilo določeno v skladu z Oliver-Pharrovo teorijo, 
kjer je za minimalno globino vzorčenja potrebna globina, ki je vsaj 2x večja od velikosti 
konice indenterja. Nanoindenter je povezan z računalniškim programom NanoSuit, s 
pomočjo katerega smo nastavili pogoje meritev:  
 
➢ Maksimalna globina vtisa: 2000 nm 
➢ Amplituda nihanja: 2 nm 
➢ Frekvenca nihanja: 75 Hz 
➢ Poissonovo razmerje: 0,5 
➢ Vrednost termičnega lezenja: 0.05 nm 
 
Pri maksimalni globini vtisa smo indenter zadržali 10s preden smo vzorec razbremenili. 






PRIPRAVA FILMOV ZA INSTRUMENTALNO NANOINDENTACIJO 
Na precizni tehtnici smo zatehtali 3 ali 4 g kapa-karagenana in ga prenesli v 100 ml bučko 
ter dopolnili do oznake z deionizirano vodo. Dobili smo raztopine kapa-karagenanov s 
koncentracijo 30 ali 40 g/L. Raztopine smo prelili v čaše in mešali na magnetnem mešalu 24 
ur, da so se homogeno premešale. Filme smo pripravili z metodo vlivanja viskoznih raztopin 
v kalupe oz. matrice iz gume, ki so imele premer 5 cm. Na plastično kartico smo s selotejpom 
pritrdili matrice, v matrice smo zatehtali 5 g posamezne raztopine in površino poravnali s 
spatulo. To smo sušili 24 h na 35˚C v laboratorijskem ventilacijskem sušilniku SP-45 





3.3.2. MIKROSKOPIJA NA ATOMSKO SILO 
Mikroskopija na atomsko silo spada med vrstično preiskovalno mikroskopijo. S to metodo 
lahko proučujemo prevodne in neprevodne površine, kovinske kristale in biološke vzorce z 
nanometrsko ločljivostjo v zraku, vodi ali drugih tekočinskih medijih. AFM je izredno 
primeren za proučevanje morfologije in fizikalno kemijskih lastnosti polimerov (spremljamo 
višino polimernih verig, urejanje v prostoru in ugotavljamo konformacijske spremembe). 
Omogoča nam vpogled v naravo interakcij na atomski in molekulski ravni.  
Glavni deli mikroskopa so: tipalo (konica+ročica), piezostojalo za vzorec, sistem za 
detekcijo upogibanja ročice in računalniški sistem. S tipalom preiskujemo površino vzorca. 
Konica je iz silicija ali silicijevega nitrida. Je zelo ostra, piramidalne ali stožčaste oblike, 
lahko jo opišemo kot polkroglo s krivinskim radijem 10-20 nm (manjši radij pomeni večjo 
ostrost in lažje zaznavanje manjših topografskih značilnosti površine). Ročica se pod 
vplivom delujočih sil (odbojne, privlačne, van der Waalsove, magnetne sile in sile trenja) 
med konico in vzorcem upogiba. Sile, ki jih lahko zaznamo so reda velikosti 10-4 do 10-13 N. 
Ročica mora imeti čim manjšo prožnostno konstanto (k), da je njen upogib pri merjenju sil 
merljiv. Prožnostna (elastična) konstanta je definirana kot sorazmernostni faktor med silo na 
ročico in njenim upogibom. Lastna frekvenca ročice pa mora biti dovolj velika, da se 
izognemo vplivu motenj iz okolice. Na tipalo svetimo z lasersko svetlobo in upogib tipala 
detektiramo s premikom odbite laserske svetlobe. Fotodetektor je sestavljen iz štirih 
kvadrantov oz.štirih ločenih diod. Na začetku sta zrcalo in fotodioda postavljena tako, da je 
odbiti laserski žarek usmerjen v sredino med štiri kvadrante. S premikom ročice tipala 
povzročimo odklon žarka na diodah (spremeni se razlika v napetosti). Premike v navpični 
smeri merimo s pomočjo zgornjega in spodnjega kvadranta. Bočne (lateralne) sile pa 
povzročijo torzijske premike, ki jih izmerimo s pomočjo levega in desnega kvadranta. V 
piezoelektrično stojalo namestimo vzorec, ki ga premikamo v vodoravni in navpični smeri. 
Vzorec s pomočjo lepila prilepimo na kovinsko ploščico, ki jo pritrdimo na piezoskener. 
Nosilec za vzorec je sljuda, ki jo s pomočjo selotejpa olupimo, ima zelo veliko površinsko 
energijo, njena površina pa je hidrofilna.  
Naše meritve smo izvedli v kontaktnem načinu, kjer je konica v stiku s površino vzorca, tako 
da na njega pritiska s konstantno silo, ki jo omogoča povratna zanka med fotodiodo in 




predstavimo kot sliko višine in prvega odvoda višine (bolj podrobno prikaže površino 
vzorca).  
AFM nam omogoča predvsem, da posnamemo silo med konico in vzorcem v odvisnosti od 
oddaljenosti med njima. To tehniko imenujemo spektroskopija sil (ang. Force 
Spectroscopy). Rezultat merjenja je krivulja sila/razdalja (39,49,50). 
Primerjava med AFM in nanoindenterjem: nanoindenter ima natančno definirano 
geometrijo konice in projekcijo površine kontakta med konico in vzorcem. Ker sta 
generator sile in senzor odmika ločena in kalibrirana, izkazujeta boljšo linearnost kot 
piezoelektrično vodilo pri AFM. AFM pa je najprimernejša metoda za vrednotenje 
mehanskih lastnosti polimerov in bioloških vzorcev, ker omogoča visokoločljivostno 
opazovanje morfologije površine in in situ merjenje elastičnosti vzorca. Izmerimo lahko 
mehanske lastnosti posameznih polimernih molekul, prav tako lahko brez posebne 
predpriprave vzorca preiskujemo sferične delce (39).  
PRIPRAVA VZORCEV ZA AFM SLIKANJE 
V 100 ml bučko smo zatehtali 5 ali 10 mg kapa-karagenana. Do oznake smo dodali 
destilirano vodo, ki je vsebovala 0,1 M KCl. Raztopino smo ob mešanju na magnetnem 
mešalu segrevali 1 h na 85˚C, da se raztopi. Nato smo vročo raztopino kapa-karagenana 
razredčili z destilirano vodo (brez KCl) do koncentracije 50 ali 100 ppm. Tako pripravljeno 
raztopino smo mešali 24 h na magnetnem mešalu, nanesli 10 µL raztopine na sveže olupljeno 
sljudo in pustili, da se je posušila na zraku pri normalnih laboratorijskih pogojih v zaprtih 
mikrotitrskih ploščicah.  
Pri tej tehniki je priprava vzorca zelo pomembna, če želimo vizualizirati individualne 
molekule. Če uporabimo nizko koncentracijo polimera, se izognemo efektom tvorbe mrež 
med polimernimi verigami ali nastankom filma. Pomembno je, da film sušimo počasi, 
zmanjšamo kontaminacijo iz okolice in uporabimo čist substrat (sljuda). Meritve smo izvedli 
na Inštitutu Jožef Štefan v Ljubljani, oddelku za fiziko trdnih snovi z AFM Nanoscope IIIa 
(slika 17). Slike smo posneli s kontaktnim načinom. Uporabili smo konice iz silicijevega 
nitrida (MSCT, Veeco, Santa Barbara, Kalifornija, ZDA) s konstanto vzmeti 0,1 N/m. 
Hitrost slikanja je bila 3Hz, posnete slike pa smo shranili v formatu 512 x 512 piksla. Za 
vsako kontrolno številko kapa-karagenana smo posneli vsaj 10 posameznih verig. Pri 
slikovni analizi smo upoštevali samo verige, kjer sta bila vidna oba konca verige in   
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posamezna veriga ni bila v stiku oz. prepletena z drugo verigo. Z uporabo 2D slikovne 
analize (Clarkson University, Potsdam, New York, ZDA) smo določili dolžino enega piksla 
na sliki in to uporabili za določanje dolžine konturja, persistenčne dolžine in vztrajnostnega 
polmera.  
 




4. REZULTATI IN RAZPRAVA  
4.1. AFM analiza posameznih polimernih verig kapa-karagenanov 
AFM analizo smo uporabili s ciljem vizualizacije posameznih molekul različnih kontrolnih 
številk kapa-karagenanov. Na ta način smo želeli pokazati serijsko variabilnost lastnosti 
kapa-karagenanov enake molekulske mase ali pa variabilnosti lastnosti kapa-karagenanov 
od različnih proizvajalcev. Pripravili smo dve različni koncentraciji polimerov (odvisno od 
dobljene kvalitete slike in tvorbe mreže oz. posameznih verig), in sicer 50 in 100 ppm. 
Razlike v pripravi vzorcev, razen koncentracije, ni.  Izračunali smo tudi določene parametre, 
ki nam opisujejo mehanske lastnosti posameznih verig (persistenčna dolžina, vztrajnostni 
polmer, end to end razdalja in dolžina konturja). 
Slika 18 prikazuje morfologijo verig kapa- karagenanov, ki smo jih pripravili s koncentracijo 
100 ppm.  Vse tri kontrolne številke so od istega proizvajalca (FMC BioPolymer), razlikujejo 
pa se v tipu. Karagenana pod a) in b) sta tip 812, ki se uporablja največ kot mehko vezivo v 
tabletah, v hladni vodi nabreka, tvori močan in krhek gel, ki izkazuje sinerezo. Karagenan 
pod sliko c) je tip 911, ki ga uporabljamo za tvorbo robustnih gelov, ki ne izkazujejo 
sinereze. Iz slike 18 a) in b) je razvidno, da gre za neurejeno strukturo (primarno), ne vidimo 
pa mreže. Pri tipu 812 vidimo značilno število aglomeratov (svetla področja na sliki) ter 
posameznih verig velikosti do 2.5 µm. Slika višine za kapa-karagene pod a) in b) odraža 
homogene lastnosti. 
Na sliki 18 c), kjer je karagenan tipa 911 pa vidimo mrežo, ker je v mrzli vodi delno topen 







                                       
Slika 18: Slika višine (ang. height images) za kapa-karagenene tipa  812 ter 911 a) kontrolna 
številka 30489294 (tip 812), b) kontrolna številka 30585345 (tip 812), c) kontrolna  številka 
30591417 (tip 911). 
 
Na sliki 19 pa so predstavljene slike višine za kontrolne številke karagenanov, ki smo jih 













Slika 19: Slike višine (ang. height images) za kapa-karagene tipa 812 (koncentracija 50 ppm) 
a) kontrolna številka 001560044, b) kontrolna številka 30312189, c) kontrolna številka   
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30194203, d) kontrolna številka 30998205, e) kontrolna številka 31076325, f) kontrolna 
številka 31100566, g) kontrolna številka 30897971, h) kontrolna številka 30308336 
 
Premreževanje verig pri večini naravnih polisaharidov pri specifičnih pogojih (struktura 
molekule, narava protiiona, koncentracija polimera in temperatura) vodi k geliranju. 
Lastnost nastanka gela je teoretično povezana s prehodom polimernih verig glukoznih enot 
skozi široko paleto različnih energijskih stanj (ang. Rope-like, ring-like in rod-like structure) 
ali konformacij (cikcak, vijačnica). Polisaharidi imajo skupine z nabojem (hidroksilne, 
karbonilne), te skupine težijo k oblikovanju enojnih ali več vijačnic, ki so stabilizirane z 
vodikovimi in van der Waalsovimi vezmi ter ionskimi kompleksi. Pri kapa-karagenanu se 
gel tvori v dveh stopnjah. Pri višjih temperaturah gre za naključno ureditev molekule, ob 
ohlajanju pa pride do tvorbe vijačnic in njihove nadaljne agregacije. Glede na našo pripravo 
vzorca smo to razlago uspeli delno potrditi, saj smo med postopkom priprave raztopine 
segrevali, in nato ohlajali ob mešanju na sobni temperaturi. Vendar na vseh slikah nismo 
videli premreževanja verig.  
Na sliki 19 f vidimo debelejša in daljša orientirana vlakna z določeno stopnjo razvejanosti z 
opaznimi konci. Ko pa se ta vlakna začnejo združevati, se tvori mreža. Na sliki 19 a, c in d  
vidimo neprekinjene ter premrežene verige kapa-karagenana. Na sliki 19 a vidimo tudi 
vozle, ki so svetlejše točke na sliki. Pojavljajo se na mestih, kjer pride do intermolekularnih 
povezav zaradi nepolarnih ostankov kot so acetatne skupine (23). Na slikah 19 b, e, g in h 
opazimo razvite molekule z občasnimi zankami in razcepi (označeno na 19 b). Zanke 
pripisujemo obstoju enojnih vijačnic ali razpletanju dvojnih ali trojnih vijačnic v enojne. 
Molekula zasede 3D konfiguracijo, kadar vidimo eno polimerno verigo in dva nedvoumna 
konca. V našem primeru smo pri slikovni obdelavi določili, da so vse verige v 2D 
konfiguraciji (51). Glede na rezultate meritev end to end razdalje in dolžine konturja lahko 
zaključimo, da ima najkrajšo dolžino verige kapa-karagenan s kontrolno številko 30897971, 
najdaljšo pa kapa-karagenan s kontrolno številko 30998205. Razlike v dolžini verige med 
posameznimi serijami kapa-karagenanov so zelo velike.  
Na podlagi eksperimentalnega dela smo videli, da je priprava vzorca za AFM slikanje zelo 
pomembna. Pripravo vzorcev smo začeli na način, da smo kapa-karagenan zatehtali v čašo 
z destilirano vodo brez dodatka KCl in segrevanja. Mešali smo 24 ur in na podlagi slik 
ugotovili, da ta postopek ne daje dobrih rezultatov. Potem smo v destilirano vodo dodali 
0,1M KCl in segrevali. Te slike niso bile zadovoljive, saj je bila koncentracija soli prevelika.   
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V nadaljevanju smo zmanjšali koncentracijo soli (0,01M KCl), segrevali, vročo raztopino 
ohladili in šele nato redčili do ustrezne koncentracije. Tudi v tem primeru nismo dobro 
vizualizirali posameznih verig. Nazadnje smo uporabili koncentracijo soli 0,01M, segrevali 
in nato še vročo raztopino razredčili z destilirano vodo do ustrezne koncentracije ter pustili  
24 ur na mešalu pri sobni temperaturi. Te slike so bile zadovoljive. Zelo pomembna je tudi 
količina raztopine, ki jo nanesemo na sljudo (če je količina premajhna, ne uspemo videti 
posameznih verig).  
Konformacijo posameznih molekul smo rekonstruirali z uporabo 2-D slikovne analize, ki 
temelji na delu Frontali et al (39). Izračunali smo tri parametre, to so persistenčna dolžina, 
vztrajnostni polmer (ang. radius of gyration) in dolžina konturja. Rezultati so podani v tabeli 
1 kot povprečje različnega števila polimernih verig, ki smo jih označili na posamezni sliki 
za vsako serijo (od 5 do 10 verig, odvisno od kvalitete slike in tvorbe verig). 
 










30194203 885,4 234,2 879,3 
30312189 187,6 261,9 1285,9 
30308336 602 246,9 898,8 
31100566 84,8 96,5 359,7 
001560044 104,1 96,3 420,1 
30897971 64,6 26,4 95,4 
30591417 955,3 605,2 2256,1 
30998205 632,7 759,2 2654,3 
30489294 820,5 344,4 1211,5 
30585345 261,4 119,6 444 




Persistenčna dolžina (ang. persistance lenght) je merilo togosti polimerne verige. Manjša 
persistenčna dolžina pomeni bolj prožno (zvito) verigo. Na podlagi rezultatov lahko 
sklepamo, da je najbolj prožna veriga kapa- karagenana s kontrolno številko 30897971. Ta 
rezultat se ujema s sliko. Na razsežnostnem nivoju togost ovrednotimo z določanjem 
Youngovega modula, ki je merilo elastičnosti. Pri stiskanju kapa-karagenanov je 
prevladujoči mehanizem elastična deformacija, zaradi česar se uporablja pri mehkem 
tabletiranju. Ta način stiskanja je primeren za snovi, ki so občutljive na tlak (biološko aktivni 
proteini, probiotiki, polimorfne ZU, pelete s funkcionalnimi oblogami). Ker je razdaljo od 
enega konca verige do drugega konca ( ang. end to end) težje izmeriti, je vztrajnostni polmer 
bolj priročna oblika za izražanje velikosti linearnih in razvejanih polimerov. Najmanjšo 
vrednost vztrajnostnega polmera ima kapa-karagenan s kontrolno številko 30897971. Velik 
vztrajnostni polmer pomeni, da je prišlo do hidratacije polimernih verig, ki se bolj prepletajo, 
kar lahko makroskopsko opazimo kot nabrekanje matriksa, debelina polimernega filma pa 
se poveča. Glede na velik razpon vrednosti vztrajnostnega polmera, dolžine konturja in 
persistenčne dolžine lahko ocenimo, da gre za heterogenost vzorcev tipa 812, kljub temu da 
gre za isti material. To je namreč pomanjkljivost naravnih materialov, pri katerih fizikalno-
kemijske lastnosti lahko variirajo glede na topnost, viskoznost, molsko maso, obliko in 
velikost polimerne verige. Prav tako karagenana različnega dobavitelja (31076325) in 
različnega tipa (30585345) ne izstopata po vrednosti vseh treh parametrov, ki so prikazani v 




4.2. Instrumentalna nanoindentacija polimernih filmov 
Mehanske lastnosti polimernih filmov kapa-karagenanov smo ovrednotili z instrumentalno 
nanoindentacijo s tehniko kontinuiranega merjenja togosti.  
Vrednosti E (Young-ov modul) in H (vtisna trdnost), pridobljene z meritvami na 
nanoindenterju, so prikazane v tabeli 2.  
 
Tabela 2: Rezultati mehanskih lastnosti polimernih filmov kapa-karagenana, ki smo jih 
določili z metodo intrumentalnega nanovtiskovanja.  
Kontrolna številka k-karagenana E (MPa) ± Std H (MPa) ± Std 
30194203 535 ± 35 327 ± 45 
30312189 956 ± 25 796 ± 67 
30308336 570 ± 20 367 ± 13 
31100566 987 ± 14 659 ± 16 
001560044 920 ± 13 610 ± 19 
30897971 1270 ± 27 879 ± 22 
30591417 525 ± 33 340 ± 10 
30998205 645 ± 21 389 ± 27 
30489294 478 ± 18 305 ± 13 
30585345 849 ± 37 598 ± 24 
31076325 776 ± 45 678 ± 34 
 
E je merilo togosti materialov, kjer višji E pomeni večjo togost filma. Glede na rezultate je 
to kapa-karagenan s kontrolno številko 30897971. Ta kontrolna številka ima tudi najmanjšo 
persistenčno dolžino, kar pomeni najbolj prožno verigo (persistenčna dolžina in Youngov 
modul sta obratno sorazmerna). H pa je merilo plastičnosti, kar pomeni pri višji vrednost H 
potrebujemo višjo silo, da se material začne plastično deformirati. Podobno kot pri rezultatih 
persistenčne dolžine in vztrajnostnega polmera tudi vrednosti E in H karagenana različnega 
tipa (911, kotrolna številka 30585345) in dobavitelja (Cargill, kontrolna številka 31076325) 
ne izkazujeta pomembno drugačnih vrednosti E in H. To najhitreje vidimo na sliki 20 in 21, 
ki prikazujeta vrednosti Youngovega modula in vtisne trdnosti za posamezne kontrolne 
številke. Predzadnja in zadnja točka na grafu sta različna kapa-karagenana in vidimo, da med 
njima ni signifikantnih razlik. Do velikih razlik v karakteristikah pa prihaja pri tipu 812   
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istega proizvajalca (različne dolžine konturja, persistenčne dolžine, vztrajnostni polmer, 
Youngov modul in vtisna trdnost). To pomeni, da imajo izhodne surovine za pridobivanje 
tega materiala različne fizikalno-kemijske lastnosti. Te razlike pa se kažejo pri mehanskih 
lastnostih, stopnji nabrekanja in sproščanju ZU iz ogrodnega sistema.  
 
 





















































































































































































































































































Objavljenih je nekaj člankov, kjer so s pomočjo nanoindentacije in AFM raziskovali 
mehanske lastnosti polimerov, predvsem ksantana (23, 39). Naša preiskovalna skupina pa je 
prva, ki je v raziskavo vključila večje število kapa-karagenanov različnih tipov in serij. Iz 
dobljenih rezultatov Youngovega modula, vtisne trdnosti, persistenčne dolžine in ostalih 




4.3. Povezave makro/mikro lastnosti sistemov  
Na sliki 22 je predstavljena korelacija med mikroskopskim (persistenčna dolžina) in 
makroskopskim parametrom (E).  
 
Slika 22: Korelacija med Youngovim modulom in persistenčno dolžino za polimerne filme 
kapa-karagenanov tipa 812 ter 911.  
 
Slika 22 nam kaže na linearno korelacijo (determinacijski koeficient R2 = 0,847) med 
persistenčno dolžino in E. Prisotnost kalijevih ionov zmanjšuje medmolekulsko 
elektrostatično odbojnost zaradi prisotnosti negativnega naboja v stranski verigi karagenana 
(pride do nevtralizacije COO- skupine). To omogoči intenzivno upogibanje polimerne verige 
in posledično se zmanjša persistenčna dolžina, E pa je višji. Struktura filma je v tem primeru 
trša in kompaktnejša, verige pa so bolj toge in podobne palicam. Večja persistenčna dolžina 
pomeni bolj raztegnjene verige, ki so v filmski plasti slabše urejene, manjša je togost filmov, 
ter posledično E. Če bi imeli nabrekajoče tablete, bi to pomenilo, da bi bil gel v tableti bolj 
viskozen in bi se upočasnila hitrost raztapljanja ZU (23). Glede na rezultate ima kapa-
karagenan s kontrolno številko 30897971, enako kot na spodnjem grafu, najmanjšo 
persistenčno dolžino in najvišji Youngov modul.  
  



























Slika 23 prikazuje linearno korelacijo med persistenčno dolžino in H (determinacijski 
koeficient R2 = 0,799). Nižja vrednost H pomeni, da film izkazuje večjo plastičnost. Pri bolj 
krhki strukturi filma (gelska plast je tanjša) pa je vrednost H višja, več sile potrebujemo, da 
material plastično deformiramo. To prispeva k bolj tesnemu pakiranju polimernih verig, 
tablete bi počasneje nabrekale (23). Glede na rezultate ima najmanjšo persistenčno dolžino 
in najvišjo trdnost kapa-karagenan s kontrolno številko 30897971. Ta serija kapa-
karagenana ne bi bila primera za mehko tabletiranje, kjer prevladujejo elastična deformacija 
in nizki tlaki.  
 
Slika 23: Korelacija med vtisno trdnostjo in persistenčno dolžino za polimerne filme kapa-
karagenanov tipa 812 ter 911. 
  






























Vztrajnostni polmer (ang. radius of gyration) nam pove oddaljenost posameznega segmenta 
polimerne verige od masnega težišča celotne molekule. Na sliki 24 je predstavljena 
korelacija med vztrajnostnim polmerom in E. Od vztrajnostnega polmera 300 nm naprej se 
krivulja lepo linearno izravna, pred tem pa so vrednosti dokaj razpršene, zato tudi slabši 
determinacijski koeficient (R2 = 0,387). Veliko variabilnost rezultatov lahko pripišemo 
temu, da je površina filma hrapava in neravna, med meritvijo se filma dotaknemo in s tem 
ga stisnemo. Tudi kapljice, ki smo jih nanašali na sljudo, smo odmerjali ročno, zato volumen 
ni bil zmeraj isti.  
Velik vztrajnostni polmer pomeni večjo persistenčno dolžino, verige so dolge in linearne, 
oddaljenost posameznega segmenta od masnega težišča molekule je večja, E je nižji in 
posledično potrebujemo nižjo silo, da se material začne elastično deformirati. Verige se 
zapletajo in polimerni film je mehkejši, to makroskopsko opazimo kot nabrekanje ogrodja 
tablete. Pore v gelu se povečajo kar povzroči, da lahko voda hitreje vdre v film, hitrost 
raztapljanja ZU iz tablete bi bila počasnejša (23).  
 
Slika 24: Korelacija med vztrajnostnim polmerom kot mikroskopskim parametrom in 
Youngovim modulom kot makroskopskim parametrom za polimerne filme kapa-
karagenana tipa 812 ter 911.  
  



























Na sliki 25 pa vidimo korelacijo med vztrajnostnim polmerom in vtisno trdnostjo. Tudi tukaj 
je determinacijski koeficient nižji in velika variabilnost rezultatov zaradi že zgoraj opisanih 
razlogov (velikost kapljice, neravna površina filma, ki jo med meritvijo stisnemo, 
heterogenost vzorcev).  
Manjši vztajnostni polmer pomeni bolj zvite molekule in manjšo oddaljenost posameznega 
segmenta verige od masnega težišča molekule. Polimerni matriks v tem primeru počasnejše 
nabreka (prisotnost ionov), zato obstajajo večje regije z nizko mikroviskoznostjo, kar 
povzroči povečanje prostega volumna zaradi prisotnosti mikropor. Polimerne verige se 
pakirajo tesneje, togost filma je povečana, večja je H. Stopnja nabrekanja je počasnejša, kar 
vodi k hitrejšem raztapljanju ZU iz tablete (23).  
 
Slika 25: Korelacija med vztrajnostnim polmerom in vtisno trdnostjo za polimerne filme 


































5. SKLEP  
V okviru magistrske naloge smo z dvema metodama (AFM in nanoindentacija) določali 
mehanske lastnosti kapa-karagenanov različnih kontrolnih številk in proizvajalcev. S 
kombinacijo tehnik na mikroskopskem in makroskopskem nivoju smo prišli do naslednjih 
ugotovitev: 
- Na osnovi AFM slik lahko sklepamo, da gre pri naravnih polimerih za veliko 
heterogenost med serijami, kar je posledica različnih fizikalno kemijskih lastnosti, 
kot so molska masa, topnost, viskoznost, pH odvisnost in velikost delcev. V primeru 
sintetičnih polimerov lažje nadziramo te lastnosti. Te lastnosti pa posredno vplivajo 
tudi na končne lastnosti produkta, kot so trdnost, elastičnost, nabrekanje in hitrost 
raztapljanja. Pri nižji koncentraciji polimera (50 ppm) so se namreč tvorile mreže ali 
pa smo zaznali posamezne polimerne verige z dvema koncema, pri višji koncentraciji 
polimera pa je bila struktura neurejena z razvidnimi aglomerati. Ugotovili smo tudi, 
da način priprave vzorca ne vpliva na tvorbo mreže.   
- Glede na izračun parametrov, kot so persistenčna dolžina, dolžina konturja, in 
vztrajnostni polmer, lahko prav tako vidimo velik razpon vrednosti parametrov 
znotraj istega tipa (812), kljub temu, da gre za isti material.  
- S pomočjo nanoindenterja smo določili mehanske lastnosti polimernih filmov. Z 
meritvami nanoindentacije smo potrdili, da lahko določimo povezavo (trend) med 
mikroskopskimi in makroskopskimi parametri. Ustrezno linearno korelacijo smo 
dokazali med persistenčno dolžino in Youngovim modulom ter persistenčno dolžino 
in vtisno trdnostjo. Manjša persistenčna dolžina pomeni bolj zvito verigo, višji 
Youngov modul in tršo strukturo filma.  
- Slabšo korelacijo smo dobili med vztrajnostnim polmerom ter Youngovim modulom 
in vtisno trdnostjo. Pri velikem vztrajnostnem polmeru sta Youngov modul in vtisna 
trdnost nižja, ogrodje začne nabrekati, pore v gelu se povečajo kar predvidoma 




1. Mastropietro D, Park K, Omidian H. Polymers in Oral Drug Delivery. 
Comprehensive Biomaterials II. Elsevier. 2017. Vol 4.23; 430-444 
2. Debotton N, Dahan A. Applications of Polymers as Pharmaceutical Excipients in 
Solid Oral Dosage Forms. Medicinal Research Reviews. 2016; 37 (1): 52-97 
3. Jones D. Pharmaceutical Applications of Polymers for Drug Delivery. Queen's 
University, Belfast. 2004. Vol 1; 3 
4. Draksler P, Lamešić D, Janković B. Fizikalne lastnosti polimerov v farmaciji-ali jih 
poznamo? Farmacevtski vestnik. 2016. Vol 67; 267-272 
5. Mali Y.N, Pawar S.P, Gujarathi N.A, Rane B.R, Bakliwal S.R. Applications of 
natural polymers in sustained release drug delivery system: a review. Pharma Science 
Monitor. Internal journal of pharmaceutical science. 2012. Vol 3; 3314-3335 
6. Saha T, Uddin Masum Z, Mondal Kumar S, Hossain S, Jobaer A, Shanin Islam R, 
Fahad T. Application of natural polymers as pharmaceutical excipients. Global 
Journal of Life Sciences and Biological Research. 2018. 4:1   
7. Kulkarni Vishakha S, Butte Kishor D, Rathod Sudha S. Natural Polymers – A 
comprehensive Review. International Journal of Research in Pharmaceutical and 
Biomedical Sciences. 2012; 3(4):  1597-1613 
8. Milani J, Maleki G. Hydrocolloids in Food Industry. Food industrial processes – 
methods and equipment. InTech. 2012. Vol 2; 17-38 
9. Imesion A. Food Stabilisers, Thickeners and Gelling Agents. FMC BioPolymer. UK. 
2009. Vol 5; 73-94 
10. Leiria Campo V, Kawano D, Braz de Silva Jr. D, Carvalho I. Carrageenans: 
Biological properties, chemical modifications and structural analysis – A review. 
Carbohydrate Polymers. ScienceDirect. 2009. Vol 77; 167-180 
11. Kariduraganavar M. Y, Kittur A.A, Kamble R.R. Polymer Synthesis and Processing. 
Natural and Synthetic Biomedical Polymers. 2014; 1-31 
12. McHugh D.J. A guide to the seaweed industry. FAO FISHERIES TECHNICAL 
PAPER 441. Canberra, FAO; 61-73 
13. http://www.agargel.com.br/carrageenan-tec.html  (julij 2019) 
14. http://www.bisi.cz/cmsres.axd/get/cms$7CVwRhc3USVqgzxkKF96gI$2BChNrXc




15. Obreza A, Bevc B, Baumgartner S, Sollner Dolenc M, Humar M, Vrečer F, Anderluh 
M. Pomožne snovi v farmaciji: od njihovega poimenovanja do vloge v zdravilu. 
Spletni učbenik za študente farmacije, industrijske farmacije in kozmetologije. 
Ljubljana, Fakulteta za farmacijo. 2015 
16. Singh KK. Carrageenan. In: Rowe RC, Sheskey PJ, Quinn ME. Handbook of 
Pharmaceutical Excipients, Sixth Edition. Pharmaceutical Press, ZDA. 2009; 122–
126 
17. Joksimović T, Baumgartner T. Tabletiranje snovi, občutljivih na povišan tlak. 
Farmacevtski vestnik. 2008; 59: 193–199 
18. Phillips G.O, Williams P.A. Handbook of hydrocolloids. Woodhead Publishing in 
Food Science and Technology. Vol 5; 87-102 
19. Pereira L. Carrageenans, Sources and extraction methods, molecular structure, 
bioactive properties and health effects. Environmental science, engineering and 
technology. 2016; 1-50, 189-228 
20. Li X, Bhushan B. A review of nanoindentation continuous stiffness measurement 
technique and its applications. Materials Characterization. 2002; 48 (1): 11-36 
21. Govedarica B, Ilič I, Šibanc R, Dreu R, Srčič S. The use of single particle mechanical 
properties for predicting the compressibility of pharmaceutical materials. Powder 
Technology. 2012; 225: 43-51 
22. https://mechanicalc.com/reference/mechanical-properties-of-materials (november 
2019) 
23. Govedarica B, Sovány T, Pintye – Hódi K, Škarabot M, Baumgartner S, Muševič I, 
Srčič S. Addressing potent single molecule AFM study in prediction of swelling and 
dissolution rate in polymer matrix tablets. European Journal of Pharmaceutics and 
Biopharmaceutics. 2012; 80: 217-225  
24. Kloczkowski A, Kolinski A. Theoretical models and Simulations of Polymer Chains. 
Physical Properties of Polymers Handbook. 2007; 67-81 
25. http://www.mechanicalengineeringsite.com/13-mechanical-properties-material-
must-know/ (november 2019) 
26. http://www.bu.edu.eg/portal/uploads/Engineering,%20Shoubra/Civil%20Engineeri
ng/2469/crs-6270/Files/MECHANICAL%20PROPERTIES.pdf (november 2019) 
27. https://sig.ias.edu/files/Lecture%204%20%20Structure%20and%20Properties%20o
f%20Materials.pdf (november 2019)  
42 
 
28. Ikai A. Chapter four – Polymer chain mechanics. In: The world of nano- 
biomechanics: Mechanical imaging and Measurement by atomic force microscopy. 
Elsevier science publishing company. 2007; 69-87   
29. Mantelli S, Muller P, Harlepp S, Maaloum M. Conformational analysis and 
estimation of the persistence length of DNA using atomic force microscopy in 
solution. Soft Matter. 2011; 7(7): 3412 
30. https://www.wikiwand.com/en/Worm-like_chain  (december 2019) 
31. http://mafija.fmf.uni-lj.si/seminar/files/2012_2013/teorijaFloryHugginsa.pdf  
(december 2019) 
32. https://en.wikipedia.org/wiki/Polymer_physics  (december 2019) 
33. https://www.keysight.com/upload/cmc_upload/All/AN-
NanoIndent_092909aFinal.pdf   (julij 2019) 
34. Janković B, Joksimović T, Stare J, Losev E, Zemtsova V, Srčič S, Boldryeva E. 
Quantification and modeling of nanomechanical properties of chlorpropamide α, β, 
and γ conformational polymorphs. European Journal of Pharmaceutical Sciences. 
2017. Vol 110; 109-116 
35. Pharr G.M. Measurement of mechanical properties by ultra-low load indentation. 
Materials Science and Engineering A253. 1998; 151-159 
36. Egart M, Janković B, Lah N, Ilić I, Srčič S. Nanomechanical properties of Selected 
Single Pharmaceutical Crystals as a Predictor of Their Bulk Behaviour. 
Pharmaceutial Research. 2015. Vol. 32; 469-481 
37. Oliver W.C, Pharr G.M. An improved technique for determining hardness and elastic 
modulus using load and displacement sensing indentation experiments. Journal of 
Materials Research. 1992; 7 (06):  1564-1583 
38. Oliver W.C, Pharr G.M. Measurement of hardness and elastic modulus by 
instrumented indentation: Advances in understanding and refinements to 
methodology. Journal of Materials Research. 2004; 19 (01):  3-20 
39. Govedarica B. Vrednotenje površinskih in mehanskih lastnosti farmacevtskih 
surovin in izdelkov na nivoju delcev z uporabo mikroskopije na atomsko silo. 
Doktorska disertacija. Ljubljana. 2011; 17-35 
40. Egart M. Vrednotenje strukturno-mehanskih lastnosti zdravilnih učinkovin z 
instrumentalno nanoindentacijo ter njihov pomen pri izdelavi tablet. Doktorska 
disertacija. Ljubljana. 2014; 7-11  
43 
 
41. Lucca D.A, Herrmann K, Klopfstein M.J. Nanoindentation: Measuring methods and 
applications. CIRP Annals. 2010. Vol 59; 803-819 
42. Lucas B.N, Oliver W.C, Swindeman J.E. Fundamentals of nanoindentation and 
Nanotribology. Materials Research Society Symposium Proceedings. 1993; 3:  522 
43. Govedarica B, Kerč J, Srčič S. Aplikacija mikroskopije na atomsko silo v 
farmacevtsko tehnoloških raziskavah. Farmacevtski vestnik. 2011; 62: 139-146 
44. Muševič I. Atomic force microscopy. Informacije MIDEM 30(2000)4; 223-227 
45. Irman Š, Škarabot M, Muševič I, Božič B. Protein Interactions on Phospholipid 
Bilayer, Studied by AFM under Physiological Conditions. InTech. 2012. Vol 6; 123-
126 
46. https://www.azonano.com/article.aspx?ArticleID=3163 (avgust 2019) 
47. Tivadar A, Kočevar K, Muševič I, Srčič S. Mikroskopija na atomsko silo. 
Farmacevtski vestnik. 2002; 53:  277-291 
48. https://www.people.vcu.edu/~crtaylor/Nanolab%20Web%20Page/Nanotechnology.
htm (januar 2020) 
49. Tivadar A. Uporaba mikroskopa na atomsko silo za določanje morfoloških in 
energetskih lastnosti površin aktivnih in pomožnih sestavin zdravil. Doktorska 
disertacija. Ljubljana. 2004 
50.  West P. Introduction to Atomic Force Microscopy, Theory, Practice, Applications 
(februar 2020) 
51. Ikeda S, Morris V J, Nishinari K. Microstructure of Aggregated and Nonaggregated 
κ-Carrageenan Helices Visualized by Atomic Force Microscopy. 
Biomacromolecules. 2001; 2(4):1331–1337. 
 
